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Abstract 
 

Background and purpose: Adenocarcinoma gastric cancer is one of the most common cancers 

of upper gastrointestinal tract. Many natural compounds are known to have anti-tumor activities through 

induction of tumor cell apoptosis. Tribulus terrestris is a plant with antioxidant and anti-inflammatory 

effects that has been recommended in the world and Iranian traditional medicine. These effects have been 

proven in some recent studies. This study was performed to evaluate the anti-tumoral effect of chloroform 

fraction fruit of Tribulus terrestris (TT) on human adenocarcinoma gastric cancer. 

Materials and methods: In this experimental study, AGS cells were first cultured in standard 

conditions in plate and then incubated with different concentrations of chloroform fraction for 24, 48 and 

72 hours. Cell viability was determined using MTT assay. Cell death induction and cell cycle arrest were 

determined using flow cytometry. 

Results: The results demonstrated that the chloroform fraction decreased AGS cell viability in a 

concentration and time-dependent manner. The data indicate that this fraction increased apoptosis 

effectively in AGS cell line and cell cycle was arrested at G0/G1 phase. 

Conclusion: The effective compounds of the chloroform fraction of the plant Tribulus terrestris 

(TT) fruit induced apoptotic cell death in human gastric cancer cells. These compounds could be of great 

benefit in prevention or treatment of human gastric cancer. 
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 پژوهشي

ميوه گياه خارخاسك برتكثير،  ياثر فركشن كلروفرم يبررس
 AGS يآپوپتوز در سلول ها يو القا يسلول ي¬چرخه

  معده يآدنوكارسينوما
  

      1قهفرخي يكاوس هيمرض
      2يكوچصفهان يهما محسن
       3ييكوپا انيعيمحمود رف

       4پژمان بشكار
  5رزادياالله ش تيهدا

  چكيده
 بسـياري از تركيبـات  . باشـند  هاي دستگاه گوارش فوقاني مي ترين بدخيمي ي معده جزء رايجها سرطان :هدفو  سابقه

نـام   گيـاه خارخاسـك بـا   . كننـد  هاي سرطاني اعمـال مـي   طبيعي خواص ضدسرطان خود را از طريق القاي آپوپتوز در سلول
و  ي، ضدتومورياكسيدان اثرات آنتيگياهي است كه در طب سنتي ايران و جهان توصيه شده و  Tribulus terrestris علمي

بـا توجـه بـه اثـرات القـاي آپوپتـوز و مهاركننـدگي تومـور توسـط          . ضد التهابي آن در مطالعات اخير به اثبات رسيده اسـت 
از انجام اين مطالعـه تعيـين اثـر فركشـن كلروفرمـي ميـوه گيـاه        هدف ، لذا Tribulus terrestrisتركيبات مختلف ميوه گياه 

  .باشد مي AGSهاي سرطاني انساني آدنوكارسينوماي معده  تكثير، چرخه سلول و القاي آپوپتوز در سلولخارخاسك بر 
كشـت   خانـه  96يهـا  در محيط كشت استاندارد درون پليت AGS هاي ابتدا سلول در اين مطالعه تجربي، :ها مواد و روش

 .ساعت تيمـار شـدند   72و 48 ،24به مدت  ياه خارخاسكميوه گ هاي مختلف از فركشن كلروفرمي داده شده و در ادامه با غلظت
  .ندچرخه سلولي به روش فلوسايتومتري بررسي شدتوقف ، نوع مرگ سلولي القا شده و MTTها به روش  درصد بقا سلول

در يـك  را  AGSهـاي سـرطاني    سـلول  تكثيـر نتايج نشان داد كه فركشن كلروفرمـي ميـوه گيـاه خارخاسـك      :ها يافته
 و چرخه سلولي را در مرحله لقاچنين اين فركشن به طور موثري آپوپتوز را ا هم. داده به غلظت و زمان كاهش وابست الگوي

G0/G1 متوقف نمود.  
ي سـلولي   مرگ سلولي آپوپتوز را القا و چرخه TTنتايج حاصل از اين مطالعه، فركشن كلروفرمي با توجه به  :استنتاج
تواند در آينده به عنوان يك عامل موثر در پيشگيري و درمـان   ابراين اين تركيب ميبن. متوقف نمود AGS هاي  را در سلول

  .سرطان آدنوكارسينوماي معده مطرح شود
  

  سرطان معده، آپوپتوز، خارخاسك، چرخه سلولي: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
تومورهاي بدخيم اپيتليالي فراون ترين نـوع سـرطان   

. ها اسـت  وع سرطانهستند كه سرطان معده يكي از اين ن
 نيو دوم ـ عيسرطان شـا  نيسرطان از نظر بروز،چهارم نيا

  .)1(سرطان منجر به مرگ در جهان است
  

  E-mail: Shirzadeh@yahoo.com   دانشگاه علوم پزشكي شهركردمركز تحقيقات سلولي و مولكولي، رحمتيه، : شهركرد - هدايت االله شيرزاد :مولف مسئول

  ، ايرانعلوم زيستي، دانشگاه خوارزمي، تهران جانوري، دانشكده تكويني -ارشد سلولي كارشناس. 1
  ، ايرانعلوم زيستي، دانشگاه خوارزمي، تهران گروه علوم جانوري، دانشكده، دانشيار. 2
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 پژوهشي

 95هاي معده، آدنوكارسينوماها  ندر بين انواع سرطا
 5شـوند و   درصد تومورهاي بـدخيم معـده را شـامل مـي    

ــاير      ــترومال و س ــاي اس ــا، توموره ــه را لنفوم ــد بقي درص
ســال  50در طــي . )2(دهنــد تومورهـاي نــادر تشــكيل مــي 

 گذشته بروز آدنوكارسينوماي معده در كشورهاي صـنعتي 
ونـد در  غربي كاهش يافته، اين در حالي است كه ايـن ر 
طبــق . كشــورهاي در حــال توســعه رو بــه افــزايش اســت

بررسي صورت گرفته در ايران ميزان مرگ و ميـر ناشـي   
 درصد مرگ و ميرهاي ناشي از سـرطان  39از سرطان معده 

نفر بـه ايـن بيمـاري     25نفر،  10000است و سالانه از هر 
 پراكندگي ابتلا به اين بيمـاري در كشـور  . )3(شوند مبتلا مي

ــتان يكنو ــي   اخــت نيســت و اس ــمال غرب ــمالي و ش ــاي ش ه
چنين روند رو به افزايش  هم. آمار ابتلا را دارند ترين بيش

  .كننده است هاي غربي نگران اين بيماري در استان
عوامل ژنتيكي، فردي، محيطـي و عفـوني در ايجـاد    

چنين به طور معمـول   هم. )4،5(سرطان معده دخيل هستند
زنــان بــه ايــن بيمــاري مبــتلا  برابــر بــيش تــر از 2مــردان 

  .)6(شوند مي
هـا   هاي بسياري بـراي درمـان سـرطان    تاكنون تلاش

هــا جراحــي،  از جملــه ايــن روش. اســتصــورت گرفتــه 
ولـي  . تـوان نـام بـرد    شيمي درمـاني و راديـوتراپي را مـي   

درمـان بسـيار ضـعيف و    بـه  متاسفانه در اكثر موارد پاسخ 
 بنـابراين . )7(باشـد  مـي اغلب با اثرات جانبي نامطلوب همراه 

تـر و   تحقيق در جهـت توليـد داروهـايي بـا سـميت كـم      
در اين ميان تركيبات . )9 ،8(كارايي موثرتر ضروري است

طبيعي و به ويژه گياهان دارويي يك نقش بسيار مهم در 
. ها از جمله سـرطان دارنـد   درمان بسياري از انواع بيماري

د سـرطان  بسياري از اين گياهـان حـاوي عـواملي بـر ض ـ    
توانند اثـرات خـود را در مراحـل مختلـف      هستند كه مي

  .)11 ،10(هاي سرطاني اعمال كنند شروع و رشد سلول
يك گيـاه   (Tribulus terrestris) گياه خارخاسك

يك ساله خزنده است كه در چـين، كـره، ژاپـن، غـرب     
در طب سـنتي ايـن   . رويد آسيا، ايران و جنوب آفريقا مي

هـا شـامل فشـارخون بـالا،      نواع بيماريگياه براي درمان ا

هاي قلـب و عـروق، درمـان نابـاروري در هـر دو       بيماري
 هـم  .شـود  هاي قارچي استفاده مي جنس و درمان بيماري

ــرات ــين اث ــاثير در درمــان   چن ضــدالتهابي، ديورتيــك، ت
و هيپـرپلازي پروسـتات نيـز     هاي كبـدي، ديابـت   بيماري

ي شـيميايي   جزيهت. )12(براي اين گياه گزارش شده است
ي اين گياه مشـخص كـرده كـه تركيبـات      ي ميوه عصاره

ــاپونين   ــامل س ــلي آن ش ــيميايي اص ــدها،   ش ــا، آلكالوئي ه
باشد  مي Aتا  Eهاي  فلاونوئيدها، استرول و تروستروسين

ــوه  ــك مي ــار فارماكولوژي ــن    و آث ــه اي ــاه را ب ــن گي ي اي
 هـم  هـا و  ساپونين وجود .)13 ،12(دهند تركيبات نسبت مي

 ي اين گياه به آن خاصـيت  نين تركيبات فنولي در عصارهچ
ها به دليـل   ساپونين. دهد ضدسرطان و آنتي اكسيداني مي

ــر   ــاد، از مســيرهاي مختلــف اث ــوع ســاختاري زي ضــد  تن
  .)14،15(كنند توموري ايجاد مي

هاي سرطاني تا حـد   موفقيت تركيبات موثر بر سلول
ازي مسـيرهايي  س ـ زيادي به توانايي اين تركيبات در فعال

بستگي دارد كه مرگ سلولي را با واسطه توقـف سـيكل   
  .)16(شوند سلولي و القاي آپوپتوز سبب مي

 آپوپتـــوز فراينـــد بســـيار مهمـــي در جلـــوگيري از
مهمـي در درمـان    باشد و نقـش بسـيار   پيشرفت تومور مي

به بيان ديگـر امـروزه يكـي از    . كند انواع تومورها ايفا مي
اي به كار گرفته شده توسط تركيبـات  ه بهترين استراتژي

. هاي سـرطاني اسـت   ضد توموري، القا آپوپتوز در سلول
آپوپتوز يكي از اشكال مرگ برنامـه ريـزي شـده سـلول     

بيوشيميايي آن بـه   هاي مورفولوژيكي و باشد كه جنبه مي
 حفظ هوموستازي. )16(خوبي مورد بررسي قرار گرفته است
هاي طبيعي ناشـي   بافتو همين طور عملكرد تكويني در 

از تعادل بـين مـرگ سـلولي از طريـق آپوپتـوز و تكثيـر       
ــي ــد م ــن  . باش ــدون اي ــوز ب ــاد    آپوپت ــه ايج ــر ب ــه منج ك

 ،هـاي التهـابي گـردد    هاي خود ايمني و يـا پاسـخ   واكنش
. گـردد  موجب هدف گيري سلول بـه سـمت مـرگ مـي    

ايجــاد اخــتلال در مســير وقــوع آپوپتــوز منجــر بــه بــروز 
ون ايجاد تومور، ناميرايي سلول و متاستاز چ مشكلاتي هم

  .)17(گردد مي
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 به منظور كشف داروهاي گياهي ضدسرطان جديـد 
ــط    ــه توس ــات صــورت گرفت ــال تحقيق ــه دنب و  Raja و ب

هاي مختلف استخراجي توسـط   همكاران بر روي عصاره
هاي مختلف از ميوه گيـاه خارخاسـك، كـه نشـان      حلال

بات آنتي اكسـيداني  ي كلروفرمي داراي تركي داد عصاره
تري نسبت به آب و اتانول  و ضدسرطاني اثبات شده بيش

، در ايــن تحقيــق ســعي شــد تــا تــاثير فركشــن  )18(اســت
ــاه خارخاســك  ــوه گي ــر   كلروفرمــي مي ــر رشــد و تكثي ب

. هاي سرطان آدنوكارسينوماي معـده بررسـي شـود    سلول
توقـف  ، چنين به منظور بررسي كـارايي ايـن تركيـب    هم

آپوپتـوز يـا   (و نوع مرگ سلولي القا شـده  سيكل سلولي 
  .هاي سرطاني معده بررسي شد در سلول) نكروز
  

  ها روش مواد و
  :عصاره گيري و جداسازي فركشن

  در ايـــن تحقيـــق، گونـــه گيـــاهي خارخاســـك     
(Tribulus terrestris)   موجود در منطقه فرخشهر اسـتان

ــاييز پــس از    ــداي فصــل پ ــاري در ابت چهارمحــال و بختي
ري توسـط هربـاريوم دانشـگاه خـوارزمي واحـد      آو جمع

ــتان      ــاورزي اس ــات كش ــز تحقيق ــرج و مرك ــرديس ك پ
ه ب ـ. چهارمحال و بختيـاري مـورد شناسـايي قـرار گرفـت     

ي تام، ابتدا ميوه خشك گيـاه را بـه    ي عصاره منظور تهيه
گـــرم از آن در  500صـــورت پـــودر درآورده و مقـــدار

ــانول  ــه روش خيســاندن درصــد 80مت ــه  maceration ب ب
ــا 3مــدت  ســاعت  24 پــس از هــر. روز قــرار داديــم 4 ت

محلول رويـي را از صـافي گذرانـده و حـلال جديـد بـه       
سپس عصاره را توسـط دسـتگاه روتـاري    . پودر افزوديم

قـرار داديـم   درجه سانتي گـراد   37تغليظ و در انكوباتور 
  .تا حلال آن كاملا خارج گرديد

  

  :جداسازي فركشن
شــن كلروفرمــي ابتــدا از بــه منظــور جداســازي فرك

حلال هگزان به منظور جداسازي تركيبـات چـرب گيـاه    
ليتـر   ميلـي  500گـرم از پـودر عصـاره بـا      50. استفاده شد

سـاعت محلـول    24روز، هر  4تا  3هگزان شستشو داده و

. رويي را از صافي گذرانده و حلال جديد اضافه گرديـد 
رنـگ   اين كار تا جايي ادامه يافت كه محلول كـاملا بـي  

محلـول را خـارج و پـودر بـاقي مانـده را كـاملا       . گرديد
ليتـر   ميلـي  500در ايـن مرحلـه بـه پـودر     . خشك نموديم

ــا  3 كلروفــرم اضــافه و ســاعت محلــول  24روز، هــر  4ت
ايـن  . رويي را از صافي گذرانده و حلال جديد افـزوديم 

رنـگ   كار را تا جايي ادامه يافت كه محلـول كـاملا بـي   
ــد ــل . ش ــول حاص ــيظ و در    محل ــاري تغل ــط روت را توس

قـرار داديـم تـا     )گـراد  درجه سـانتي  37دماي ( انكوباتور
  .)19(حلال آن كاملا خشك گرديد

  
  MTTآماده سازي فركشن براي 

، پودر MTTسازي فركشن براي تست  به منظور آماده
حل نموده و از فيلتر عبور  DMSO (Sigma) فركشن را در

نظر را از حل كردن ايـن   هاي نهايي مورد داده سپس غلظت
  .تهيه نموديم درصد 10استوك در محيط كشت 

  
  كشت سلول

) AGS(ي سلولي آدنوكارسينوماي معده انساني  رده
 انســتيتو پاسـتور ايــران را در محـيط كشــت   تهيـه شـده از  

DMEM (Sigma,USA)    غني شـده بـاFBS 10  درصـد 
(Gibco,USA) 100 ، آنتي بيوتيـك U/ml  و سـيلين  پنـي 

100 μg/ml  استرپتومايسين(Gibco)  و  شـد  كشـت داده
 5گـراد و   درجـه سـانتي   37درون انكوباتور در دماي  در

 هـاي مختلـف   براي انجام تست .انكوبه گرديد CO2درصد 
 EDTA درصـد  25/0هـا توسـط محلـول تريپسـين      سلول

درصـد   شده و پس از شستشو، جدا (Gibco) درصد 1/0
ــتفاده از ت   ــا اس ــلولي ب ــودن س ــده ب ــو توســط  زن ــان بل ريپ

  .سنجيده شد هموسيتومر
  
  سلولي تكثير و رشد ميزان سنجش

 براي بررسي تاثير فركشن كلروفرمي گياه خارخاسك
از روش رنگ سنجي كه به  سلولي تكثير و رشد ميزان بر

-MTT  3-(4,5-dimethythiazol-2- yl)-2, 5 اختصـار 

diphenyl tetrazolium bromide  ــي ــده م ــود،  نامي ش
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ي توانـايي تبـديل محلـول     اين روش بر پايـه . ه شداستفاد
MTT   هـاي   به بلورهاي فورامازان نامحلول توسـط سـلول

 5×103به منظور انجام اين تست تعداد . زنده استوار است
اي كشـت داده   خانه 96در هر چاهك پليت  AGSسلول 
ــدت   شــد و ــه م ــد  24ب ــه گردي ــاعت انكوب ــه . س در ادام
ــلول ــت   س ــا غلظ ــا ب ــاي  ه ــاوه ــن ت ازمتف ــاهي فركش   گي

 بـه مـدت  ) در ميلي ليتر ميكروگرم 300- 350- 400- 450(
انجام اين تسـت از  براي . تيمار شدند ساعت 72و 48، 24

هـاي   خانه استفاده شد و در هر يك از زمان 96هاي  پليت
هر غلظـت حـداقل سـه چاهـك اختصـاص داده      تيمار به 

كنتـرل  ( سه چاهك نيز به عنوان كنتـرل بـدون دارو  . شد
درصد به عنوان  DMSO 1/0حاوي  و سه چاهك )منفي

  .مورد بررسي قرار گرفت Shamگروه 
 10پــس از طــي زمــان مــورد نظــر بــه هــر چاهــك  

) گــرم در ميلــي ليتــر ميلــي MTT )5 محلــول ميكروليتــر
(Sigma) ساعت در دماي  3-4ها به مدت  اضافه و سلول

 پـس از . گراد و در تاريكي انكوبه شدند درجه سانتي 37
بـه  ) DMSO(گذشت اين زمان، دي متيل سولفوكسـايد  

جذب نوري توسـط دسـتگاه اليـزا    . هر چاهك اضافه شد
درصـد مهـار رشـد    . قرائت شد نانومتر 570در طول موج 

  :)19(سلولي توسط فرمول زير محاسبه گرديد
 /ميــانگين جــذب نــوري نمونــه تيمــار: درصــد بقــاء

  100×ميانگين جذب نوري نمونه كنتري
  

  :ها توسط ميكروسكوپ معكوس بي مورفولوژي سلولارزيا
ها  و تيمار نمودن آن AGSهاي  پس از كشت سلول
از فركشن گياهي خارخاسك و  با غلظت هاي مورد نظر

هــا از نظــر  ســاعت، ســلول 72و 48، 24پــس از گذشــت 
مورفولوژيكي به دقت با ميكروسـكوپ معكـوس مـورد    

  .بررسي قرار گرفتند
  

  :روز سلولينك بررسي آپوپتوز و
  پروتئيني است كه در يك رفتار وابسـته   ،V آنكسين

  

موجـود در غشـاء   ) PS(به كلسـيم بـه فسـفاتيديل سـرين     
 ي هايي كه در مراحل اوليـه  سلول. شود پلاسمايي متصل مي

را از نيمه دروني غشـاء پلاسـمايي    PS ،باشند آپوپتوز مي
ه هايي كـه در مرحل ـ  سلول .فرستند به نيمه خارجي آن مي
 از لحاظ برهم كـنش بـا انكسـين    ،آغازي آپوپتوز هستند

FITC-V كه ،FITC   متصل به آن فلورسانس سبز ايجـاد
هـا   به منظـور مهيـا كـردن سـلول    . باشند مثبت مي ،كند مي

جهت بررسي مرگ آپوپتوتيك ناشي از تيمار با فركشن 
غلظتي ( Ic50كلروفرمي ميوه گياه خارخاسك در غلظت 

 مير در سـلول  درصد سميت يا مرگ و 50 از ماده كه ايجاد
  :با روش فلوسايتومتري مراحل زير انجام شد ،)نمايد مي

 در هر چاهـك  AGSسلول سرطاني  2×105تعداد ) 1
پــس از اتمــام زمــان ) 2خانــه كشــت داده شــد؛  6پليــت 

هـاي   در غيـاب و در حضـور غلظـت   (انكوباسيون سلولي 
ول محل ـ) ذكر شـده از فركشـن كلروفرمـي خارخاسـك    

 PBSهـا را توسـط    سـلول ) 3ها برداشته شد؛  روي سلول

(Sigma)  هـا   به منظور جداسازي سـلول ) 4شستشو داده؛
 25/0تريپسـين   از كف چاهـك بـه هـر چاهـك محلـول     

ــه  3حــدود  درصــد اضــافه و EDTA 1/0 -درصــد دقيق
هــا از كــف چاهــك بــه  انكوبــه و پــس از جــدايي ســلول

 10تر محيط كشت ميلي لي 1منظور خنثي سازي تريپسين 
درصد اضافه و محلول حاصل به محيطي كه قبلا برداشته 

 rpm 1200دور محلول حاصـل بـا  ) 5اضافه گرديد؛  ،شد
محيط رويي دور  دقيقه سانتريفيوژ گرديد و 5و به مدت 

 PBSهـا   جهـت انجـام شستشـو بـه سـلول     ) 6ريخته شـد؛  
 تها را بـه حال ـ  سلول) 7اضافه، مجددا سانتريفيوژ نموديم؛ 

ــيون در آورده و  ــول   500سوسپانسـ ــر از محلـ ميكروليتـ
را بــه  (BD) درصــد موجــود در كيــت 1 باينــدينگ بــافر

را  7مرحلـه  ) 8ها اضافه و مجددا سانتريفيوژ نموديم؛  آن
ــرده؛   ــرار ك ــلول  )9تك ــدادي ازس ــه   تع ــل لول ــا را داخ ه

بـادي   ميكروليتـر آنتـي   2فلوسايتومتري برده و به هر لوله 
 اضـافه كـرديم   PI بادي ميكروليتر آنتي 10و  -Vآنكسين

(BD,USA) دمـاي   دقيقه در 30ها را به مدت  نمونه )10؛
گـراد و تـاريكي انكوبـه و در پايـان ايـن       درجه سانتي 37

آناليز  (Partec Germany) زمان با دستگاه فلوسايتومتري
  .)20(نموديم
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  :ي سلولي بررسي چرخه
سلولي  DNAگيري محتواي  فلوسايتومتري با اندازه

. باشـد  يوسيله ي مناسبي جهت بررسي چرخه سـلولي م ـ 
PI   يــك كاوشــگر غيراختصاصــيDNA اســت كــه در 

DNA  دهـد  تشكيل يك كمپلكس فلورسنت مـي .PI   بـه
شـود و فلورسـنس قرمـز     ي تابش نور برانگيخته مي وسيله

ــد ســاطع مــي شــدت فلورســنس ســاطع شــده نشــان  . كن
ي سـلول   خـه در آن نقطـه از چر  DNAي محتـوي   دهنده

  .مي باشد
  

ي سلولي پـس   ي چرخه به منظور بررسي روند ادامه
از تيمار توسط فركشن كلروفرمي ميوه گياه خارخاسك 

  :مراحل زير انجام شد
 در هر چاهـك  AGSسلول سرطاني  2×105تعداد ) 1
پــس از اتمــام زمــان ) 2خانــه كشــت داده شــد؛  6پليــت 

هـاي   ظـت در غيـاب و در حضـور غل  (انكوباسيون سلولي 
محلـول  ) ذكر شـده از فركشـن كلروفرمـي خارخاسـك    

 ها طبق روش ذكر شده سلول) 3ها برداشته شد؛  روي سلول
 مرحله قبل از كف پليت جدا و به صورت سوسپانسـيون در 

 و به مـدت  rpm1200 دور محلول حاصل را با) 4در آمد؛ 
) 5محيط رويي را دور ريختـه؛   دقيقه سانتريفيوژكرده، 5

اضــافه مجــددا  PBSهــا  م شستشــو بــه ســلولجهــت انجــا
) 6رويــي را دور ريختــيم؛  ســانتريفيوژ نمــوديم و محــيط

هـا   ها را به صورت سوسپانسـيون درآورده و بـه آن   سلول
سـاعت روي   1درصد اضافه كرده و به مـدت   70اتانول 

پــس از طــي زمــان مــذكور، محلــول ) 7يــخ قــرارداديم؛ 
يقـه سـانتريفيوژ   دق 5و به مدت  rpm 1200 دور حاصل با

ــد؛     ــه ش ــي دور ريخت ــيط روي ــد، مح ــددا  )8گردي مج
شستشـو و سـانتريفيوژ    PBSسوسپانسيون سـلولي توسـط   

 RNAدر ايـن مرحلــه بـه منظــور ليـز كــردن    ) 9گرديـد؛  
اضـافه   RnaseA (Sigma)هـا   موجود در محيط به سـلول 

. را نيــز افــزوديم PI (Sigma) زمــان رنــگ كــرده و هــم
  دقيقه در تاريكي انكوبه و در پايان  30محلول را به مدت 

  

  .)21(نموديم اين زمان با دستگاه فلوسايتومتري آناليز
  

  آناليز آماري
ــه و ــاري داده  تجزي ــل آم ــون  تحلي ــط آزم ــا توس  ه

ANOVA one-way   و با استفاده از نـرم افـزاز InStat-3 
در نظــر  >05/0pداري  حــداقل ســطح معنــي .انجــام شــد
  .گرفته شد

  

  يافته ها
فركشن كلروفرمي ميـوه   يج حاصل از بررسي اثرنتا

بـا   AGSگياه خارخاسك بر ميزان بقا سلولي رده سلولي 
نشان داد كه ايـن تركيـب در يـك الگـوي      MTT روش

غلظت منجر به القا مرگ سلولي در اين  وابسته به زمان و
هاي تحت تيمار بـا فركشـن    درصد بقا سلول. رده گرديد

تـا   300هـاي   سك در غلظتكلروفرمي ميوه گياه خارخا
ساعت  72و 48 ،24ليتر در زمان  ميكروگرم در ميلي 450
  .آمده است 1شماره  نموداردر 

  

  
هاي مختلـف فركشـن كلروفرمـي    مقايسه اثر غلظت :1شماره  نمودار

هـاي  در زمـان  AGSهـاي سـرطاني   ميوه گياه خارخاسك بر سلول
 >MTT .)05/0pاساس سـنجش   بر ساعت پس از تيمار 72و 48، 24

.(Mean±S.D  
  

غلظتي از اين تركيب كـه   ،دست آمدهه بنابر نتايج ب
 72و 48، 24درصد مرگ سلولي پـس از   50منجر به القا 

ميكروگـرم در   350و 400، 450ساعت گرديد به ترتيب 
هـاي   هـا در غلظـت   درصـد بقـاء سـلول   . باشد ليتر مي ميلي
ت در از محـيط كش ـ  ليتـر  ميكروگرم بر ميلي 450تا  300

، 75ساعت نسبت بـه گـروه كنتـرل، بـه ترتيـب       24زمان 
  ساعت نسبت بـه گـروه    48زمان  ردرصد، د 49و 65، 71
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 72درصد و در زمـان   26و  49، 63، 78كنترل به ترتيب 
، 49، 63ساعت پس از تيمار نسبت به كنتـرل بـه ترتيـب    

  05/0p< .(Mean±S.D( درصد بود 18و  35
  

ــاليز مورفولوژيــك ســلول ــا  هــآن ا قبــل و بعــد از تيمــار ب
  فركشن كلروفرمي ميوه گياه خارخاسك

ها قبل و  به منظور بررسي مورفولوژي سلولي، سلول
ساعت بـه دقـت    48بعد از تيمار با فركشن مذكور به مدت 

 .توسط ميكروسكوپ معكـوس مـورد بررسـي قرارگرفتنـد    
ها قبل از تيمار به  دهد كه سلول نشان مي 1شماره  تصوير

الم و يكپارچـه بـا هسـته كـاملا طبيعـي ديـده       صورت س ـ
در صورتي كه پس از تيمار با اين تركيب بسته . شدند مي

به ميزان دوز دريـافتي درجـات مختلفـي از تغييـر شـكل      
ــد ــه كــه در  همــان. مشــاهده گردي مشــاهده  تصــويرگون

شود، با افزايش دوز فركشن كلروفرمي، سيتوپلاسم و  مي
انـد و   د را از دسـت داده ها حالت طبيعـي خـو   هسته سلول
  .ها به صورت چشمگيري كاهش يافته است تعداد سلول

  

  
  

هاي فتوميكروگراف از تغييرات مورفولوژيكي سلول :1تصوير شماره 
AGS      هـاي مختلـف   نسبت به گروه كنتـرل كـه تحـت تـاثير غلظـت

سـاعت   48فركشن كلروفرمي ميوه گياه خارخاسك در مدت زمان 
،  b:Shamكنترل، گروه : aگروه . 400×گ نماييبزر. اندقرار گرفته

تيمار : e، گروه 350تيمار با دوز :  d، گروه300تيمار با دوز : cگروه 
  .450تيمار با دوز : f، گروه 400با دوز 

آپوپتـوز يـا   (به منظور بررسي الگوي مرگ سـلولي  
هـاي سـرطاني آدنوكارسـينوماي معـده      در سلول) نكروز

)AGS ( نكوباسيون بـا غلظـت   ساعت ا 48پس ازIc50  از
ــاه خارخاســك، از روش    ــوه گي ــي مي فركشــن كلروفرم

كونژوگه با فلوئورسين  Vرنگ آميزي سلولي با آنكسين
و پروپديوم آيـوداين  ) FITC-Vآنكسين(ايزوتيوسيانات 

)PI (طبـــق نتـــايج حاصـــل از تكنيـــك . اســـتفاده شـــد
هـاي   فلوسايتومتري، درصد القاي آپوپتوز اوليه در سـلول 

تيمار شده با فركشن كلروفرمي به  نترل، كنترل منفي وك
، 62/0درصد، آپوپتوز ثانويه  12/32 و /47 ،17/0 ترتيب

 و 8/0 ،61/0درصد و ميزان نكروز القـايي   7/14 و 43/0
  .)2شماره  تصويرو  1 جدول شماره(باشد  درصد مي 53/0

  
 اسـك مقايسه اثر فركشن كلروفرمي ميوه گيـاه خارخ  :1جدول شماره 

 از سـاعت  48پس از  AGSنوع مرگ سلولي بر سلول هاي القاي  بر
تر به صورت  را بيش بر طبق جدول اين فركشن مرگ سلولي. تيمار

  .05/0p< .(Mean±S( آپوپتوز القا كرد
  

UR  
  درصد

LR  
  درصد

LL 
  Cells  درصد

33/0  08/0  13/99 Control 
67/0  19/0  91/98 Sham 

7/14  12/32  65/52 Chloroform fraction  
  

                 Sham                                   Control  

   
  

                                                       Chloroform  

                                    
  

اثـر فركشـن   . نتايج حاصل از آزمـون فلوسـايتومتري  : 2تصوير شماره 
 AGSهـاي سـرطاني   ميوه گياه خارخاسك بر روي سلولكلروفرمي 
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نتايج حاصل از اين آزمون نشان . ساعت از تيمار 48پس از گذشت 
ايـن فركشــن موجــب القـاي مــرگ ســلولي    Ic50دهنــد كــه دوز مـي 

-در منحني، جمعيت سـلول . گرديد AGSآپوپتوزي در رده سلولي 

اوليـه  هـاي در مراحـل   ، سـلول )LL(هاي زنده در سمت چـپ پـايين  
هاي در مراحل انتهايي و سلول) LR(آپوپتوز در سمت راست پايين 

  .قرار دارند) UR(آپوپتوز در سمت راست بالا 
  

  :ي سلولي به روش فلوسايتومتري ارزيابي تغيير چرخه
هـاي   ي سـلولي در سـلول   به منظـور بررسـي چرخـه   

سرطاني معده قبل و بعـد ازتيمـار بـا فركشـن كلروفرمـي      
آميـزي   سـاعت، از روش رنـگ   48دت خارخاسك به م

هـا   نتـايج حاصـل از آنـاليز داده    .اسـتفاده شـد   PI با رنگ
نشان داد كه توقـف سـلول هـاي تيمـار شـده بـا تركيـب        

بـه ميـزان معنـي داري نسـبت بـه       G 0/G 1 گياهي در فـاز 
ايـن   ).2جـدول شـماره   ( گروه كنترل افزايش يافته است

يــوه گيــاه دهــد كــه فركشــن كلروفرمــي م امــر نشــان مــي
خارخاسك حاوي موادي است كه عبور سلول از مرحله 

G 0  به مرحلهG 1 3تصوير شماره (د نماي را مختل مي.(  
  

مقايسه اثر فركشن كلروفرمي ميوه گياه خارخاسك بر  :2جدول شماره 
 400سـاعت پـس از تيمـار بـا غلظـت       48توقف سـيكل سـلولي در   

كيب سيكل سلولي را در طبق جدول اين تر. ميكروگرم بر ميلي ليتر
  05/0p< .(Mean±S.D( متوقف ساخته است G 0/G 1مرحله 

  

G2/M 
  درصد

S 
  درصد

G0/G1 
  Cells  درصد

8/22  2/54  4/18 Control  
4/22  54  7/18 Sham  

5/5  5/20  1/57 Chloroform  

  

  
  

اثـر فركشـن   . نتايج حاصل از آزمـون فلوسـايتومتري  : 3شماره  تصوير
 AGSهـاي سـرطاني   اه خارخاسك بر روي سلولكلروفرمي ميوه گي

نتايج حاصل از اين آزمون نشان . ساعت از تيمار 48پس از گذشت 

اين فركشن موجب توقـف چرخـه ي سـلولي     Ic50دهند كه دوز مي
. گـروه كنتـرل  : aنمودار . گرديد AGSدر رده سلولي G 0/G1 درفاز 

  .ميكروگرم بر ميلي ليتر 400تيمار با دوز : bنمودار 
  

  حثب
هـاي گيـاهي بـه طـور متـداول       به طور كلي، درمـان 

هاي قلبـي   د ناراحتيمانن هاي مختلف براي درمان بيماري
مورد اسـتفاده  ... التهاب، درد و  اعصاب و روان،عروقي، 
 ايـن درحـالي اسـت كـه اطلاعـات      .)24-22(گيرند قرار مي

. )25(ردنـدا هـا وجـود    كافي در مورد مكانيسـم عمـل آن  
متنـوع   بسـيار بـا اثـرات بيولـوژيكي     گياهي كيباتامروزه تر

وجود دارد كه بخشي از داروهاي ضدسرطاني را در علم 
 با توجه بـه ايـن   .)26،27(دهند داروسازي نوين تشكيل مي

 مير در زنان و مردان ترين عامل مرگ و كه سرطان بزرگ
است، تحقيق و توليد داروهـاي ضدسـرطاني بـا كـارايي     

  .)9 ،8(باشد تر امري ضروري مي تر و عوارض كم بيش
در اين تحقيق تاثير سميت فركشن كلروفرمـي جـدا   

 رشـد كـرده در ايـران بـر     شده از ميوه گياه خارخاسك،
 MTTتوســط تســت  AGSهــاي ســرطاني معــده   ســلول

هاي حاصل نشـان داد كـه ايـن تركيـب      يافته .بررسي شد
هاي سـرطاني بـه صـورت الگـوي      سبب مهار رشد سلول

تركيب به طوري كه اين  شود زمان مي غلظت و وابسته به
و در  ليتـر  ميكروگرم بر ميلـي  450ساعت در غلظت  24در 
 ليتـر و در  ميلـي  گرم بـر وميكر 400ساعت در غلظت  48
ليتر موجب  ميكروگرم بر ميلي 350ساعت در غلظت  72

 .شــود درصــد مــرگ ســلولي در ايــن رده مــي 50القــاي 
ميكروسكوپ معكـوس   ها با بررسي مورفولوژيكي سلول

يك ويژگي اصلي سلول آپوپتوزي يعني تراكم هسـته و  
چنـين   هـم . دهـد  هاي آپوپتوزي را نشان مـي  ايجاد واكوئل

 فلوسايتومتري مرگ سلولي القايي ازنوع آپوپتوز طبق آناليز
  .دهد رخ مي G0/G1 ي سلولي در فاز و توقف چرخه

ــا نتــايج حاصــل تحقيقــات   و Neychev در توافــق ب
ــ ــاپونين  همك ــه س ــان داد ك ــده از    اران نش ــدا ش ــاي ج ه
گيـاه خارخاسـك بـا تغييـر      هـاي هـوايي   بخش ي عصاره
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ها در سلول سبب تغيير رشد، تكثير و بقـا   سطح پلي آمين
 هاي سرطاني نسـبت  گردد كه اين اثر در سلول ها مي سلول

باشد  هاي فيبروبلاستي پوست بسيار چشمگير مي به سلول
 .)28(روع آپوپتــوز نقــش داردرســد در شــ و بــه نظــر مــي

Angelova ــه  و ــر خــواص  همكــاران در طــي مطالع اي ب
هاي اسـتخراج شـده از    ضدتوموري عصاره تام و ساپونين

برگ گياه خارخاسك دريافتند كه اين دو تركيب قـادر  
بـه   MCF7به القاي مهار رشد و آپوپتـوز در رده سـلولي   

وده و هـاي طبيعـي سـينه ب ـ    تري نسبت به سلول ميزان بيش
تري نسبت بـه عصـاره تـام القـا      فركشن ساپونيني اثر قوي

  .)29(نمود
Bedir هـاي   و همكاران گزارش كردند كه ساپونين

استروئيدي مشـتق از گيـاه خارخاسـك سـبب سـركوب      
، SK-MELهاي ملانوماي بـدخيم انسـاني    در لاين تكثير

و  BT-549، سرطان سينه KBكارسينوماي اپيدرم دهاني 
  .)30(دگرد مي SK-OV-3ان سرطان تخمد

گـردد كـه    مشـاهده مـي  با توجه به مطالب ذكر شده 
در اكثــر مطالعــات انجــام گرفتــه و مطــابق بــا آن چــه در 

هاي به دست آمده از  تحقيق حاضر به دست آمد، عصاره
چنين تركيبات  هاي مختلف گياه خارخاسك و هم بخش
هـا داراي خـواص ضـدتكثيري     سازي شـده از آن  خالص

چنـين ايـن تركيبـات سـبب القـاي مـرگ        هـم . شـند با مي
البته نتايج حاصل در . گردند ريزي شده آپوپتوز مي برنامه
باشند كـه ايـن تفـاوت     ي نسبتا وسيعي متفاوت مي گستره

ممكن است بـه علـت تفـاوت تركيبـات شـيميايي و هـم       
چنين تفاوت ساختار تركيبـات فعـال در گيـاه در منـاطق     

ز طرفي ميـزان حساسـيت سـل    ا. مختلف جغرافيايي باشد
به طوري كـه در  . هاي مختلف سلولي متفاوت است لاين

بـر روي اثـر    2001و همكـاران در سـال    Hu تحقيقي كه
سل  60بر ) NSC-688792(سميت متيل پروتوگراسيلين 

لاين متفـاوت انجـام دادنـد، مشـاهده كردنـد كـه ميـزان        
هـاي مختلـف بـه ايـن مـاده متفـاوت        حساسيت سل لاين

ــت ــر  . )31(اس ــي ديگ ــان   و Kimدر گزارش ــاران بي همك
خارخاسـك تكثيـر   ميـوه گيـاه   ي آبي  كردند كه عصاره

ــرده و   ــه ك ــلولي را بلوك ــلول  س ــوز را در س ــاي  آپوپت ه
و بـه   NFκBاز طريـق سـيگنالينگ    HPG2سرطاني كبد 

ها نشان دادند كه  آن. كند صورت وابسته به دوز مهار مي
 IκBαو افـزايش سـطح    P50اين عصاره با مهار پـروتئين  

 در حالي كه اين اثـر . گردد مي NFκBمنجر به مهار فعاليت 
چنـين ايـن    هـم . هاي نرمال كبدي ديده نشد برروي سلول

 G0/G1ي  تركيب سبب توقف چرخه سلولي در مرحلـه 
، كه همسو با نتـايج بـه دسـت آمـده در تـاثير      )20(گرديد

ا ب ـ. باشـد  مي AGSهاي  فركشن كلروفرمي بر روي سلول
توجه به وجود تركيبات غيرقطبي در فركشن كلروفرمـي  
نسبت به تركيبات قطبي موجود در عصاره آبـي، بـه نظـر    

تر و  رسد كه تركيبات غير قطبي در مدت زمان كوتاه مي
تـري اثـرات ضـدتكثيري را القـا و آپوپتـوز       غلظت پايين

ــيش  ــزان ب ــه مي ــه را ب ــد  اولي ــري اعمــال نمودن ــابراين . ت بن
 تـر بـه منظـور جداسـازي تركيبـات مـوثر       تحقيقات بـيش 

موجود در اين فركشن و بررسي دقيق مكانيسم مولكولي 
 هاي سلولي ديگـر و  اثر آن بر رده تاثير آپوپتوتيك آن و

حيوانــات مــدل و پــس از آن كارآزمــايي بــاليني توصــيه 
  .شود مي

  

  سپاسگزاري
ــز     ــاتي در مرك ــرح تحقيق ــب ط ــق در قال ــن تحقي اي

يي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد تحقيقات گياهان دارو
 از مديريت محترم گروه ايمونولـوژي . انجام گرفته است

رياست محتـرم مركـز تحقيقـات گياهـان دارويـي كـه        و
  .ارمگزامكانات اجرايي اين طرح را فراهم نمودند سپاس
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